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中文摘要 
 
  Reversine ,2-(4-morpholinoanilino)-6-cyclohexylaminopurine 為小分
子的普林合成類似物，曾被應用於幹細胞的研究上。過去有研究曾指
出Reversine對於腫瘤具有抑制的效果，但它在肺癌的效果仍尚未明確。
我們以Reversine處理肺癌細胞株A549、H23及H1299，並探討其相關
機制路徑。首先，我們證實Reversine能抑制肺癌細胞的生長及聚落形
成。進一步的研究顯示Reversine會誘導細胞週期停滯於G2/M期，並
且產生細胞多倍體的現象。Reversine會降低肺癌細胞的Aurora-A及
Aurora-B蛋白表現，並且降低下游p-Akt(Ser473)、p-GSK-3(Ser21)
及p-GSK-3(Ser9)的蛋白表現。 切割之caspase-3及PARP的出現證實
Reversine可誘導肺癌細胞凋亡。LC3-II蛋白的增加顯示細胞自噬作用
也參與其中。總結，Reversine可抑制肺癌細胞的生長及誘導細胞凋亡
與細胞自噬作用，這樣的結果可以作為未來肺癌治療藥物開發上的一
個新方向。 
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Abstract 
 
Reversine ,2-(4-morpholinoanilino)-6-cyclohexylaminopurine, a small 
synthetic purine analogue, has been used for stimulating stem cell 
dedifferentiation. It has been reported that reversine is effective in tumor 
suppression, but it’s effect in lung cancer cells remains unclear. We 
treated lung cancer cell lines A549, H23 and H1299 with reversine and 
disseted the related pathways. First, we demonstrated reversine inhibited 
cell growth and colony formation. Further results revealed reversine 
induced cell cycle arrested at G2/M phase and formed polyploidy. The 
expressions of Aurora-A, Aurora-B, p-Akt(Ser473), p-GSK-3(Ser21) 
and p-GSK-3(Ser9) were down-regulated The presence of cleaved 
caspase-3 and PARP demonstrated reversine in reversine treated cells 
could induce apoptosis. That the increased  LC3-II protein was present 
after reversine treatment implied that the autophagy is also involved. 
Taken together, reversine suppressed cell growth of lung cancer cells and 
induced apoptosis as well as autophagy, which may be an unique 
advantage for developing novel therapeutic agents for treatment of lung 
cancers in the future. 
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縮寫表 
 
AML  Acute Myoloid leukemia 
AIF   Apoptosis inducing factor 
Apaf-1  Apoptotic protease activating factor-1 
Atg   Autophagy-related genes and their products 
Beclin-1 Autophagy-related bcl2-interacting Atg6 homology 
DMSO  Dimethylsulphoxide 
DTT  Dithiothreitol 
DFCP1  Double FTVE domain containing protein 1 
EDTA   Ethylenediaminetetraacetic acid 
ER   Endoplasmic reticulum 
EndoG  Endonuclease G 
ECL  Enhanced chemiluminescence 
FADD  Fas-associated death domain 
FBS  Fetal bovine serum 
FasL  Fas ligand 
IAPs  Inhibitor of apoptosis proteins 
LAMP2A Lysosome-associated protein-2A 
LC3  Microtubule-associated protein 1 light chain 3 
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MCAK  Mitotic centromere-associated kinesin 
MTT  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide 
mTORC Mammalian target of rapamycin complexe 
PAGE  Polyacrylamide gel electrophoresis 
PBS  Phosphate-buffered saline 
PI   Propidium iodide 
PMSF  Phenylmethanesulfonyl fluoride 
PVDF  Polyvinylidene difluoride  
PE   Phosphatidylethanolamine 
PI3K   Phosphoinositide 3-kinase 
PI3P   Phosphatidylinositol 3-phosphate 
PARP  Poly-ADP ribose polymerase 
PKB  Protein kinase B 
RNase A Ribonulclease A 
SDS  Sodium dodecyl sulfate 
TBS  Tris-buffered saline & Tween 20 
TEMED N,N,N,N-Tetramethylethylenediamine 
TNF  Tumor necrosis factor 
ULK1  Unc51-like kinase 1, mammalian homolog of Atg1 
WIPI   WD-repeat protein interacting phosphoinositides
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第一章、序論 
 
第一節、Aurora kinase: 
  細胞週期(cell cycle)為正常細胞的增生過程，過程中分成四個時期，
G1(gap 1)期為細胞DNA複製前的材料準備階段、S(synthesis)期為細
胞DNA複製階段、G2(gap 2)為染色體分裂的材料準備階段、
M(mitosis)期為細胞的有絲分裂階段，每個時期內都會有功能蛋白進
行過程反應的調控[1]。Aurora kinases為絲氨酸/息寧胺酸激酶
(Serine/Threonine)家族的一員，在哺乳動物中，Aurora kinases目前有
Aurora A、B和C等三種成員。它們是細胞週期M期扮演重要的功能之
蛋白[2]。 
一、Aurora-A: 
其基因位於染色體20q13.2的位置上。在一般時期Aurora-A蛋白存在
於中心體(centrosome)中。Aurora-A蛋白質表現於染色體複製後期開
始增加，直到有絲分裂前期(interphase)達到最高，以調控細胞週期的
進行。Aurora-A的主要功能是使中心體成熟，並在細胞分裂期移動到
細胞的兩極，穩定紡錘體(spindle)的形成[3-5]。Aurora-A kinase會藉
由調控cyclinB/CDK2之活性，調控細胞進入分裂前期(interphase)[6]。
Aurora-A 的 活 化 是 藉 由 Ajuba 蛋 白 的 結 合 進 而 磷 酸 化
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(phosphorylation)Thr288的位置[7]，另外TPX2蛋白也會輔助Aurora A
蛋白的活化，並且阻止 PP1/2A蛋白對Aurora A進行去磷酸化
(dephosphorylation)作用[8]。在正常生物體內Aurora-A高表現於胸腺、
睪丸、胎兒的肝臟，低表現於骨髓、淋巴結和脾臟內[9]。Aurora-A
表現的抑制，會造成細胞週期M時期的停滯。過去的研究指出，
Aurora-A基因的過量表現高頻率的出現於多數的惡性癌症，包含乳癌、
大腸癌、胰臟癌、卵巢癌、膀胱癌、肝癌、肺癌及胃癌[10-13]。 Aurora-A
的過量表現會增強癌細胞的轉移(metastasis)，降低放射線治療的敏感
性，所以與病人較差的預後(poor prognosis)有明確的相關性[14]。在
臨床的胃癌檢體研究指出，Aurora-A的過表現會使染色體形成非整倍
體(aneuploid)，導致遺傳物質的突變(mutation)，加強癌化的可能性
[12]。所以Aurora-A現今也被認為是一種致癌基因(oncogene)。 
二、Aurora-B: 
  其基因位於染色體17p13.1的位置上。Aurora-B為染色體的運輸蛋白
主要成分之一，它存在於染色體的著絲點(kinetochore)上，其mRNA
及蛋白質表現程度在細胞週期G2/M時期達到最高。Aurora-B會與
INCEP、Survivin及Borealin蛋白進行結合，進而確保微管(microtubule)
適當得在著絲點上黏附[15]。Aurora-B與MCAK蛋白的相互作用可以
穩定微管，確保染色體分離時，能夠往兩極的方向拉開[16]。Aurora-B
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還會將組織蛋白H3(histone H3)第十個絲胺酸(Serine)進行磷酸化，使
染色質進行縮和(chromatin condensation)[17]。若Aurora-B被抑制，
則會造成細胞異常的有絲分裂。而多數的癌症像是乳癌、大腸癌、腎
臟癌、肺癌及前列腺癌都曾被指出有過量的Aurora-B蛋白的表現[18]。
Aurora-B蛋白的過表現會產生多核(multiple nuclei)及染色體多倍體
(polyploid)的現象，主要是因為染色體分裂過程的異常及細胞質的分
裂異常，由於遺傳訊息的不穩定現象，所以對腫瘤的形成扮演了重要
的角色[19]。 
三、Aurora-C: 
  Aurora C也是一種染色體的攜帶性蛋白，主要只侷限在男性的睪丸
內，主要調控精子(sperm)的成熟。Aurora-C的mRNA及蛋白質的表現
在細胞週期的G2/M時期達到最高峰。其功能與中心體(centrosome)在
有絲分裂晚期(cytokinesis)的功能上扮演了重要的角色，曾被指出
Aurora-C高度表現於乳癌及肝癌的組織內[20]。然而，Aurora-C與癌
症的相關仍然尚未明確。 
  由上述Aurora kinase的介紹可明確的了解到這群蛋白家族與腫瘤的
形成及預後有密切的相關性。現今Aurora kinase已被列為癌症的標靶
治療(target therapy)的標的。在臨床上，Aurora kinase的抑制劑有很多
種，其中包含AZD1152、VX-680、PHA-739358等。這些抑制劑在其
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他的研究也已證實它能夠抑制多種腫瘤的形成[21-24]，大多數的藥
物正處於臨床試驗的階段，但有些藥物對於人體有過高的毒性傷害。 
   
第二節、Reversine: 
  在D’ Alise 等人的研究中指出Reversine能夠抑制Aurora kinase蛋白
的表現，進而抑制急性骨髓性白血球(AML)細胞的聚落形成，並且與
Aurora kinase抑制劑Vx-680相較，其毒性較低[25]。因此，Reversine
似乎可做為Aurora kinase的抑制劑進行癌症的標的治療。Reversine, 
2-(4-morpholinoanilino)-6-cyclohexylaminopurine，由Peter G. Schultz所
合成的一個小分子化合物，其化學式為C21H27N7O，分子量為393.49，
其化學結構如(附錄一)。早期Chen 等人的研究發現Reversine具有去
分化(dedifferentiation)的能力，能將C2C12骨髓芽球(myoblasts)細胞
轉型成為其他種類的已分化(differentiated)細胞[26]，因此多數研究
工作將此藥應用在幹細胞(stem cell)的應用發展上。此外，Chen 等人
也指出Reversine的去分化能力會誘導細胞生長停止[26]，所以有部分
的研究者認為此藥的誘導細胞生長停止能力似乎可應用於抗癌的研
究上，在Hsieh 等人的文獻指出Reversine可抑制人類前列腺癌PC-3、
CWR22Rv1、DU-145和子宮頸癌HeLa細胞的生長[27]，Hua 等人的
研究證實Reversine能夠有效的抑制不同分化程度的甲狀腺癌的生長，
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此外也指出未分化的癌症比分化後的癌症對此藥具有更高的敏感性，
文中也證實Reversine誘導細胞G2/M期的細胞週期停滯及細胞的凋亡
(Apoptosis)，在細胞內外的抗癌試驗(In vivo & In vitro)上，均具有有
效的抗癌能力[28]。由上述的文獻證實，它對於癌症的抑制具有種種
的潛力，但對於其他癌症的感受性目前仍然尚未明確。 
 
第三節、細胞的死亡: 
  細胞死亡為正常細胞、組織會啟動的一種生理機制，然而能誘發此
機制的模式及種類有很多種，其目的都不同，但最終都會導致細胞死
亡[29]。由於細胞凋亡作用(Apoptosis)及細胞自噬作用(Autophagy)
之作用機制來自細胞本身，具有能夠淘汰壞變細胞、有效抵抗癌症、
降低對於正常細胞的破壞，所以多數的抗癌症藥物文獻常以此兩類細
胞死亡方式進行探討[30]；細胞老化作用(Senescence)也是細胞死亡
的方式，而現今有少數癌症研究也藉由此機制來限制腫瘤的生長
[31]。 
一、細胞凋亡作用(Apoptosis): 
  此程序在生理的功能上，主要能夠調控細胞數目、組織的發育、淘
汰變壞細胞。目前的抗癌研究大多是以激發癌細胞的細胞凋亡作用，
達到消弭癌症的目的。凋亡早期之細胞會有染色質聚集(chromatin 
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condensation)，沿著核膜周圍分佈，及細胞膜收縮(membrane blebbing)
與細胞內膜磷酯(phosphotidyl serine)外翻等現象。此外凋亡細胞會喪
失微絨毛(microvilli)、偽足(pseudopodium)等胞膜結構，外觀上細胞
會縮小、變圓，並且喪失貼附能力。凋亡末期之細胞，其DNA雙鏈發
生裂解，先形成300bp大小的片段(DNA fragmentation)，爾後再進一
步裂解成180-200bp的核小體，之後藉由巨噬細胞(macrophage)識別並
清除之。在蛋白質的表現上，切割的PARP(cleave PARP)及活化的
Caspase(cleave caspase)可做為細胞凋亡啟動的識別蛋白。此類死亡過
程，不發生胞器(organelles)及胞膜的破裂，沒有內含物的外泄，故不
會引起發炎反應(inflammation)及周圍組織的次級損害[32]；凋亡機
制的調控，由多種生理信號所引發，過程分成起始、中間、終端，三
個階段。起始的信號又可分成細胞內起始信號(intracellular signals)及
細胞外起始信號(extracellular signal)。 
(一)起始階段: 
1.細胞外起始信號(Extracellular signals): 
  信號起因來自外部，其包含藥毒物(toxins)[33]、荷爾蒙
(hormones)、生長因子 (growth factors)、一氧化氮 (nitric 
oxide)[34]或細胞激素(cytokines)等，這些物質需穿越細胞膜或
以轉導(transduction)的方式進入到細胞內，阻斷或引發凋亡信號
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的產生。 
2.細胞內起始信號(Intracellular signals): 
  在特殊壓力及環境下，細胞內部調控機制啟動的自殺反應，觸
發的因子有放射線(Radiation)、病毒感染(Viral infection)、缺氧
(Hypoxia)、營養缺乏(Nutrient deprivation)等[35]。而監控細胞
自殺機制的蛋白有很多，例如:監控細胞週期的p53蛋白。 
(二)中間階段: 
  起始信號的啟動會進一步誘導中間信號的傳遞，而中間信號傳遞
的過程主導著細胞的生死，其過程主要有細胞內粒線體機制的調控
(Mitochondrial regulation)、細胞間直接的信號傳導(Direct signal 
transduction)，與營養物質抑制凋亡調控方式。 
1.粒線體調控機制(Mitochondrial regulation)[36]: 
  在凋亡基因的研究上，早期以線蟲(C. elegans)最為透徹，其中
四個基因ced-3、ced-4、ced-9及egl-1所編碼的蛋白，是調控細胞
凋亡的主要關鍵基因[37]。在哺乳類細胞中，相對應的關鍵蛋白
分別是CED-3(Caspase-9)、CED-4(Apaf-1)、CED-9(Bcl-2)及
EGL-1(Bid、Bim)。(附錄二)為粒線體調控機制圖[37]。首先凋
亡信號的啟動會誘使Bid及Bim(EGL-1)蛋白抑制Bcl-2通道，而使
細胞粒線體內部的凋亡相關蛋白(Ex: AIF、HTRA2/OMI、EndoG
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蛋白)釋出於細胞質內[38]。AIF蛋白會導致染色體的縮合，而
EndoG蛋白進一步的切斷DNA，形成DNA的片段化現象[39]，
HTRA2/OMI蛋白則為絲胺酸蛋白酶(serine protease)，能夠針對
凋亡抑制蛋白IAPs進行切割。CED-9蛋白的主要為Bcl-2 family，
此類家族皆為單一通道穿膜蛋白 (single-pass transmembrane 
proteins)，其中成員可分成誘導凋亡的成員 (pro-apoptotic 
members)EX: Bax及抑制凋亡的成員(anti-apoptotic members)EX: 
Bcl-2、Bcl-xL。Bcl-2或Bcl-xL蛋白能夠阻擋凋亡信號關鍵蛋白細
胞色素C(cytochrome c)由粒線體進入細胞質內，反之Bax蛋白則
能將細胞色素C由粒線體內膜向外運輸到細胞質內[40-42]，若細
胞色素C釋放到細胞質內，則會進一步的引發下游的凋亡信號傳
遞。若是Bcl-2蛋白被抑制，則會開啟Apaf-1蛋白的活化，並引起
SMAC/DIABLO蛋白從粒線體內釋出。IAPs蛋白正常存在於胞質
內，本身具有單一或多個鋅離子結合位(zinc binding domains)，
可以直接結合 caspases，並且抑制其蛋白酶的作用，然而
SMAC/DIABLO蛋白會針對胞質內的IAPs蛋白進行結合，並抑制
其作用 [43]。CED-4(Apaf-1)蛋白為凋亡蛋白酶活化因子
(Apoptotic protease activating factor) ， 在 正 常 下 ， 兩 個
CED-4(Apaf-1)蛋白會與一個CED-9蛋白結合形成晶體結構
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(crystal structure)[44]，存在於細胞質中，它會結合Procaspase-9，
以防止其活化；當細胞色素C釋放到細胞質中，則會與
CED-4(Apaf-1)蛋白結合，使其蛋白結構改變，進一步形成凋亡
小體(apoptosome)，此時則會對Procaspase-9進行切割，而釋出活
化的CED-3(caspase-9)[45]。之後則進入一連串的Caspase的活
化。 
2.直接的信號轉導(Direct signal transduction): 
  在哺乳類動物上，凋亡信號也可由直接導入細胞內的方式，以
誘導凋亡的產生，其中有兩個主要的途徑，分別是TNF路徑及
Fas-FasL路徑。 
(1)TNF路徑: 
  主要的傳訊因子為腫瘤壞死因子TNF，其本身由巨噬細
胞 (Macrophage)釋放，結合細胞表面調控死亡的接受器
(Receptor)，而觸發細胞的死亡[46]。 
(2)Fas-FasL路徑: 
  FasL是由活化後的自然殺手細胞(Natural killer cells)及毒殺
型T淋巴球(Cytotoxic T lymphocytes)所表現在細胞表面的蛋
白，與細胞表面的Fas接受器(Receptor)結合後，會觸發一連串
的蛋白活化，引發細胞的死亡[47]。 
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  在機制的部分，TNF與FasL在與細胞表面接受器(Receptor)
結合後，都會藉由FADD傳訊，引發Caspase-8、-10的活化，而進
一步的切割Bid(EGL-1)蛋白，形成tBid蛋白，此蛋白引發粒線體
活化凋亡之路徑，最後會引發下游的Caspase連鎖反應[48]，此
外Caspase-8、-10也可無需透過粒線體(mitochondria)的調控路徑
直接活化下游Caspase-3[49]。 
3.營養因子的調控路徑: 
  細胞在營養充足的環境下，細胞內會啟動一連串信號來抑制細
胞凋亡的產生，其中以Bad蛋白扮演了重要的角色。Bad蛋白在未
磷酸化之前會結合於Bcl-2或Bcl-xL蛋白上，阻礙其功能，而使凋
亡信號容易產生[50]，當營養因子(trophic factor)的釋出，並與
其接受器(receptor)結合後，會誘發PI3K的活化，活化後的PI3K
則進一步磷酸化Akt(PKB)蛋白，而Akt蛋白會引發Bad蛋白的磷
酸化作用，磷酸化的Bad蛋白發生結構改變，而無法針對Bcl-2或
Bcl-xL蛋白進行結合，所以Bcl-2或Bcl-xL蛋白能夠完全的發揮抑
制凋亡的作用[51]。 
(三)終端階段: 
  當細胞凋亡過程發展到終端程序時，則細胞以不可逆的方式進入
死亡，最後的程序由一連串Caspase的活化主導，所以此過程又可被
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稱為Caspase連鎖反應[52]。 
Caspase連鎖反應: 
  Casepase為一群特異性的蛋白酶(Protease)，其主要以半胱胺酸
(Cysteine)為催化位(Catalytic site)，並且能選擇性的切割目標蛋
白C端(C-terminal)的天門冬氨酸(Aspartate)。在人體內有15種不
同的Caspase，其中又可分成兩種主要的類型，誘發Caspase活化
的起始子(Initiator)(Ex:Caspase-8、-9、-10、-2)以及中間被Caspase
活化的反應子(Effector)(Ex:Caspase-3、-7、-6)。所有的Caspase
都是前Caspase(Procaspase)的形式被切割後而活化。影響子的
Caspase活化後，則會進行多種目標蛋白的切割[53]，導致細胞
死亡(附錄三)。 
二、細胞自噬作用(Autophagy): 
  此機制牽涉到細胞內部營養物質、胞器(organelles)的分解而導致的
細胞死亡。這機制受到細胞內部(intracellular)及外部(extracellular)的
信號所調控，誘導的因素，包含有氧化壓力(oxidative stress)、生長因
子(growth factor)、神經醯胺(ceramide)、內質網壓力(Endoplasmic 
reticulum stress)以及細胞飢餓狀態(starvation)[54-55]。 
  信號啟動後，雙層膜會將內部營養物質或胞器進行包覆形成自噬小
體(autophagosome)，之後再與細胞內溶酶體(lysosome)結合，並分解
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內部物質，其兩者結合的模式又可分成三種模式，巨噬作用
(Macrophagy)[56]、微噬作用(Microphagy)[57]及蛋白調節自噬作用
(Chaperone-mediate autophagy)[58]。 
(一)巨噬作用(Macrophagy): 
  為常見且典型的細胞自噬作用(classical-autophagy) (附錄四)。起
始信號的誘發後，內質網(ER)會產生微小體(omegasome)，然後游
離出雙層膜(phagophore)，之後形成杯狀結構(cup-shaped structure)，
並進一步包覆細胞質內的蛋白質、醣類、脂質及胞器[59]，雙層膜
的結構關閉後，形成成熟的吞噬小體[60-61]，最後吞噬小體
(autophagosome)會與溶酶體(lysosome)結合形成吞噬溶酶體，而溶
酶體內部的水解酵素，則會進行吞噬小體內物質的分解作用[62]。 
  在機制的部分，早期以研究酵母菌(yeast)在飢餓的情況下，產生
的自噬機制，進一步研究衍生出哺乳類動物細胞自噬的相關機制，
主導此機制的基因稱為細胞自噬相關基因(autophagy-related genes)，
簡稱Atg。在哺乳動物細胞中，微小體(omegasome)的結構形成是藉
由mTORC1訊息的傳遞，啟動ULK1-Atg13-FIP200-Atg101 kinase 
complex的活化，並協同Atg14-Vps34-beclin1 complex進行DFCP1的
活化，之後結合於PI3P上，最後形成此結構[63]。吞噬小體
(autophagosome)結構的形成則與Atg12和LC3兩種系統的活化有相
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關[64-66]。在Atg12系統中，啟始為Atg7的活化，之後驅使Atg12活
化，再藉由Atg10的運輸，使Atg12能與Atg5進行結合[67-71]，最後
Atg16與Atg5作用，形成最後的Atg12-Atg5-Atg16L複合體[72-74]，
此複合體與WIPI-1、Rab32、Rab33[75-76]及Atg14L-Vps34-beclin1 
PI3-kinase complex的調控下，能將雙層膜結構，拉成杯狀的結構
(cup-shaped structure)[77]。在LC3系統中[78-79]，前LC3(proLC3)
會受到細胞質內Atg4B的作用，被切割成LC3-I，在正常的情況下，
LC3-I存在於細胞質內。細胞自噬機制的啟動，引起Atg7的活化，而
進一步使LC3-I活化，再藉由Atg3運輸，並且與Atg12-Atg5-Atg16L
複合物的協同，結合於雙層膜的磷脂(PE)上[80-81]，此時的LC3-PE
又稱為LC3-II，它能將杯狀結構關閉，形成吞噬小體，因此，LC3-II
的增加可作為吞噬小體出現的一個指標[78]，但當吞噬小體與溶酶
體結合後，LC3-II被會酵素水解而下降[82]。巨噬作用(macrophagy)
是以吞噬小體的方式進行物質的包覆，所以其分解對象為細胞質內
的大分子物質，蛋白質、脂質、胞器等。 
(二)微噬作用(Microphagy): 
  此作用是溶酶體，以胞吞的方式，將細胞質內欲分解成分，直接
內噬到溶酶體內進行分解[57]。其分解的對象可為大分子物質，蛋
白質、脂質、胞器等。 
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(三)蛋白調節自噬作用(Chaperone-mediate autophagy): 
  此作用能夠選擇性的針對某些蛋白質上的特殊信號KFERQ。藉由
Hcs70蛋白的辨認及運輸，使目標蛋白能夠藉由溶酶體(lysosome)上
的LAMP2A蛋白，進入到溶酶體內部，之後則被進一步的分解[58]。
由於此作用只能針對蛋白質上的KFERQ信號辨識，所以此作用分解
的對象只能為蛋白質。 
  細胞自噬作用，能夠將蛋白質、脂質、醣類、損壞的胞器分解成小
分子的營養成分，以提供細胞生存用[83-84]。此外，還與腫瘤的形
成(Tunorigenesis)、神經退化性疾病(Neurodegenerative diseases)、心
肌病(Cardiomyopathy)、脂肪肝(Fatty liver)、第二型糖尿病(Type II 
diabetes)有所關聯。 
在細胞自噬的信號機制中(附錄五)，當PI3K/Akt的mTORC1信號路
徑被抑制，會誘發細胞自噬的信號，而細胞凋亡及細胞自噬信號會藉
由Akt的信號被抑制而同時進行，最終導致細胞死亡[85-88]。 
三、細胞老化作用(Senescence): 
  此過程為細胞自身內部的生理調控過程，也是所有器官不可避免的
過程。此過程是藉由啟動細胞增生停止訊號，並誘導細胞進行衰老死
亡[89]。在現今研究文獻中，得知會誘發老化作用的誘發因素，包含
染色體端粒(telomere)的侵蝕(此因素是正常細胞在染色體複製後會
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發生的過程，也是細胞、組織日久生長會邁入老化的因素之一)、有
絲分裂信號強烈的表現、腫瘤抑制基因的活化、氧化壓力(Oxidative 
stress)的產生、化學治療藥物(Chemical agent)...等[90]。 
  老化細胞的外觀會呈現巨大的及扁平的現象[91]，由於內部的調控
引起有絲分裂的失調，所以染色體常會有不正常以及破壞的現象，此
外老化的細胞還會出現-galactosidase(SA--gal)及p16INK4a蛋白的
活化[92-93]。 
  而p53及pRB/p16INK4a，這兩條腫瘤抑制路徑，可藉由調控細胞的
老化來限制腫瘤的生長[94]。 
第四節、肺癌的介紹: 
  根據2008年世界衛生組織的統計，癌症造成約七百六十萬人死亡
(占全球死亡數13%)，其中肺癌造成約一百四十萬人死亡，為所有癌
症死亡數排名第一(附錄六)[95]。 
而針對於國人，在99年行政院衛生署提出的國人主要死因[96]，其
中惡性腫瘤仍居十大死因之首(附錄七)，其死亡人數占率從79年之
17.8%，逐年上升至99年達28.4%(附錄八)。而在十大主要癌症中，死
亡人數所占比率以肺癌居首位(附錄九)。因此肺癌在國人的健康上，
更是一個不可忽視的癌症，所以現今科學家對於肺癌仍是不斷的研究，
積極的找尋好的治療方式、更洽當的預防方法。 
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  肺癌在臨床上可依據各型組織病理學進行分類[97-98]，主要可分
為鱗狀上皮細胞癌(Squamous cell carcinoma)、腺癌(Adenocarcinoma)、
小細胞肺癌(Small cell carcinoma)、大細胞肺癌(Large cell carcinoma)
這四大類。 
一、 小細胞肺癌(Small cell carcinoma): 
此型佔所有肺癌的10~20%，其中又可分成燕麥細胞型(Oat-cell 
type)、中間細胞型(intermediate cell type)以及複合型(compound type)。
依據產生的抗原，又可分成神經性(Nervous)、上皮性(Epithelial)和
神經內分泌性(Neuroendocrine)[99]，藉由染色後，在顯微鏡下的型
態呈現突出的細胞核以及少量的細胞質；多見於男性，吸菸為造成之
主要因子[100]。 
二、 鱗狀上皮細胞癌(Squamous cell carcinoma): 
佔所有肺癌的20~30%，其癌症主要位於中央支氣管或周圍的主要
支氣管壁上，傾向於管腔內生長，癌組織易發生壞死和形成空洞。常
引起病患早期阻塞性肺炎或肺泡塌陷；多見於男性，與吸菸有關
[101-102]。 
三、 腺癌(Adenocarcinoma): 
肺癌中最常見，占所有肺癌的30~40%，大多數產生於黏液腺的周
圍，主要起源於支氣管分泌黏液的上皮細胞，傾向於管外生長。通常
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癌腫會發生在肺纖維瘀痕組織(Scar tissue)上，其中與石綿(Asbestos)
的暴露有關。多見於女性，與吸菸較無密切關係[103]。 
四、 大細胞肺癌(Large cell carcinoma): 
此型癌症惡性度高，而且容易被誤認為其他類別之肺癌，在淋巴
(Lymph node)或血行轉移(Hematogenous metastasis)發生較早，然而
出現的頻率較不常見[104]。 
  由於小細胞肺癌(Small cell lung carcinoma)細胞生長快、轉移快、
且容易入侵其他正常組織，與其他類型肺癌特別不同，而其他類型的
肺癌細胞都是生長慢、轉移慢、且不容易發生侵入現象，所以在臨床
上治療的方針特別將小細胞肺癌(Small cell lung cancer)歸納為一類，
而其它類型肺癌則被統整為非小細胞肺癌 (Non-small cell lung 
cancer)[105]。 
五、肺癌傳統治療副作用及後遺症: 
  小細胞癌和非小細胞癌的傳統治療包含手術切除、化學藥物治療、
放射線治療[105]，這些傳統治療的療效仍有許多侷限，化學治療通
常伴隨的副作用，包含食慾不振、噁心、嘔吐、掉髮等等。另外，在
化療後會產生的後遺症，有不孕、內分泌失調等等。其中最重要的一
點就是多數病患在治療過程中會出現心臟衰竭、腎臟衰竭、肺纖維化
等等的影響，甚至在治療後期會有次要腫瘤的產生，這些問題主要都
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是與病患的存活是有相關，所以至今病患的存活期仍無法有效的提升。
而放射線治療雖能改善癌症的擴散情形以及復發率，但也會影響骨髓
的造血功能，甚至引起免疫能力下降，而產生高感染率的發生[106]。 
  由於傳統治療對於肺癌病人的存活期其實不長，而且在治療的過程
中會引發不少的後遺症，所以現今更需要找到新一類的藥物，能夠更
專一的抑制腫瘤的生長，取代傳統性的治療。 
 
第五節、研究目的: 
  綜合上述的文獻，在現今的研究中，Reversine在一些癌症上具有種
種的抗癌潛力，但對於肺癌的感受性還尚未明確，在肺癌細胞的選用
上，文獻探討中指出非小細胞肺癌在台灣所有肺癌病人占率為85%，
遠大於小細胞肺癌的15%[105]，所以本實驗主要以非小細胞肺癌為
研究對象，施以Reversine藥物的處理後，探討藥物是否具有有效的抗
癌影響，並進一步研究Reversine導致細胞的死亡之模式與藥物作用的
路徑機制。   
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第一章、 實驗材料及方法 
 
第一節、細胞株: 
細胞株 特徵 
A549 Lung carcinoma 
H23 Adenocarcinoma 
H1299 Lung carcinoma 
 
第二節、常用儀器: 
實驗儀器設備 廠牌/型號/國家 
微量冷凍離心機 MPW/65R/Poland 
精密恆溫水槽 DEAGLE/WB212-B2/Taiwan 
落地式冷凍離心機 KUBOTA/5910/Japan 
倒立式顯微鏡 OLYMPUS/IX71/Japan 
倒立式螢光顯微鏡 OLYMPUS/CKX41/Japan 
磁石加熱攪拌器 CHEMIST/Js-H/Taiwan 
可調式動態光分析儀 Molecular Devices/VERSA 
max/Taiwan 
兩片式膠體電泳器具 BIO-RAD/165-3188/USA 
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流式細胞儀 Millipore/Guava EasyCyte 
Plus/USA 
桌上型震盪器 KS/OS701/Taiwan 
電子式一般天秤 Precision weighing 
Balances/PB302-S/Taiwan 
電子式pH分析儀 SUNTEX/SP-701/Taiwan 
微電腦純水製造機 Sartorius stedim/Arium Pro 
UV/Taiwan 
二氧化碳培養箱 SANYO/MCO-15AC/Japan 
腳踏型加熱鹵素燈 CE/8.001.000/Germany 
精密循環烘箱 VENTICELL/55/Taiwan 
真空幫浦 CAST/DOA-P704-AA/USA 
 
 
 
 
 
 
 
21 
 
 
第三節、藥品試劑: 
實驗藥品試劑 廠牌/國家 
Ammonium Persulfate BIO-RAD/USA 
40% Acrylamide/Bis BIO-RAD/USA 
Tris Base UniRegion/USA 
Glycine UniRegion/USA 
Glycerol RDH/USA 
Giemsa Stain Invitrogen/USA 
Sodium Chloride SHIMAKYU/Japan 
Sodium bicarbonate Sigma/USA 
Paraformaldehyde Panreac/Espana 
Ribonuclease A(RNase) Sigma/USA 
EDTA Panreac/Espana 
Isopropyl Alcohol Merck/Germany 
Bromophenol blue FERAK/Germany 
ECL PEL/USA 
p-GSK-3(Ser21) Cell signaling technology/USA 
p-GSK-3(Ser9) Cell signaling technology/USA 
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實驗藥品試劑 廠牌/國家 
TEMED BIO-RAD/USA 
Methanol J.T. Baker/USA 
Tween 20 J.T. Baker/USA 
PMSF Sigma/USA 
Prestained protein marker 
(SM0671) 
Fermentas/USA 
DMEM (powder) Invitrogen/USA 
RPMI-1640 (powder) BI/USA 
DMSO Merck/Germany 
FBS BI/USA 
Penicillin/Streptomycin 
(10000U/ml) 
Invitrogen/USA 
Coomassie Protein Assay Reagent Thermo/Finland 
Mammalian Protein Extraction 
Reagent  
Thermo/Finland 
Triton-X 100 Panreac/Espana 
Potassium phosphate monobasique 
(KH2PO4) 
RDH/USA 
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實驗藥品試劑 廠牌/國家 
Di-sodio hidrogeno Fosfato 
2-hidrato (Na2HPO4-2H2O)  
Panreac/Espana 
Sodium Hydroxide (NaOH) Panreac/Espana 
Propidium iodide (powder) Sigma/USA 
Trypsin (powder) Sigma/USA 
Annexin V FITC-IgG Ab (488nm) Invitrogen/USA 
Phospho-Akt (Ser437) Ab Cell signaling technology/USA 
Akt Ab Cell signaling technology/USA 
Aurora A Ab Cell signaling technology/USA 
Aurora B Ab Cell signaling technology/USA 
-actin Ab Sigma/USA 
PARP Ab Cell signaling technology/USA 
Caspase-3, -8, -9 Ab Santa Cruz Biotechnology/USA 
LC3 Ab MBL/Japan 
Anti-mourse IgG Ab Invitrogen/USA 
Anti-rabbit IgG Ab Invitrogen/USA 
PVDF membrane Millipore/USA 
mTOR & p-mTOR(S2448) Ab Cell signaling technology/USA 
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第四節、常用溶劑配製 
一、10x Phosphate buffered saline (PBS) 
  NaCl       3.6 g 
  Na2HPO4      7.25 g 
  KH2PO4      2.15 g 
  Add M.Q.H2O to    1 L 
二、10x TBS (pH7.6) 
  Tris base      24.22 g 
  NaCl       87.75 g 
  pH 7.6 
  Add M.Q.H2O to    1000 ml 
三、Trypsin Solution (pH7.4) 
  Trypsin      5 g 
  10x PBS      200 ml 
  EDTA      3 g 
  Add M.Q.H2O to    2000 ml 
四、MTT (5mg/ml)試劑配製 
  MTT       100 mg 
  PBS       20 ml 
  0.2m filter過濾，-20℃ 避光保存 
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五、lysis buffer 
  1% NP-40 buffer (4℃)  1 ml 
  Protease inhibitor cocktail  10 l 
  PMSF      10 l 
  DTT       1 l 
  NaVO4      5 l 
六、TBST buffer 
  10x TBS      100 ml 
  Add M.Q.H2O to    1000 ml 
  Tween-20      1 ml 
七、PI staining buffer 
  PI(1mg/ml)     20 l 
  RNase A(10mg/ml)   20 l 
  0.5% Triton-X 100   200 l 
  1x PBS      760 l 
八、10x Running buffer 
  Tris base      30.2 g 
  Glycine      88 g 
  10% SDS      100 ml 
  Add M.Q.H2O to    1000 ml 
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九、Transfer buffer(4 L) 
  Tris base      12.12 g 
  Glycine      57.6 g 
  Methanol      800 ml 
  Add M.Q.H2O to    4000 ml 
十、3.7% paraformaldehyde 
  Paraformaldehyde    3.7 g 
  1x PBS      70 ml 
  NaOH      數滴(50℃下，幫助溶解) 
  pH 7.4 
  Add 1x PBS to    100 ml 
十一、0.5% Triton-X 100 
  Triton-X 100     0.5 ml(以針筒吸取) 
  1x PBS      100 ml 
十二、4x protein loading dye 
  1 M Tris-Hcl(pH6.8)   4 ml 
  0.4 M DTT     1.23 g 
  SDS(8%)     1.6 g 
  Bromphenol blue    0.08 g 
  M.Q.H2O      8 ml 
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  Glycerol      8 ml(以針筒吸取) 
十三、Running gel(10%) 
  40% Polyacrylamide   9.6 ml 
  M.Q.H2O      5 ml 
  1.5M Tris buffer(pH8.8)  5 ml 
  10% SDS      0.2 ml 
  10% APS      0.2 ml 
  TEMED      0.008 ml 
十四、Stacking gel 
  40% Polyacrylamide   0.98 ml 
  M.Q.H2O      5.82 ml 
  1M Tris buffer(pH6.8)  1 ml 
  10% SDS      0.08 ml 
  10% APS      0.08 ml 
  TEMED      0.008 ml 
十五、Annexin V-FITC/PI Stain Solution 
  Annexin V-FITC    10 l 
  PI(1mg/ml)     10 l 
  Binding buffer    980 l 
十六、Developer Solution 
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  Developer agent    100 l 
  M.Q.H2O      400 l 
十七、Fixer Solution 
  Fixer agent     100 l 
  M.Q.H2O      400 l 
十八、20% SDS 
  SDS       100 g 
  M.Q.H2O      500 ml 
  Heat to 68℃ 
  pH 7.2 
十九、Blocking buffer(used for Western blot) 
  Non-fat milk powder   1 g 
  1x TBST      20 ml 
 
第五節、分析法: 
一、細胞培養 
  A549細胞及H1299細胞是使用含10%FBS的DMEM進行培養，而
H23細胞是以含10%FBS的RPMI-1640進行培養，以上細胞均置於
100mm
2培養盤中，於37℃，5% CO2與95%空氣條件下的細胞培養箱
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進行培養。待細胞長8分滿，以0.25% Trypsin-EDTA將細胞成懸浮狀，
計數5x106細胞作繼代培養。或調整各個不同數目之細胞，種於其他
培養盤上，以用於其他實驗的進行。 
 
二、細胞存活率分析 
  細胞存活率分析是利用MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphen 
yltetrazolium bromide)的試驗方式進行分析，首先種1000 cells人類非
小細胞肺癌A549、H23和H1299 於九十六孔培養盤中，培養16-18小
時，使細胞貼附於平板上，並將Reversine藥物，依0μM、0.5μM、1μM、
5μM、10μM、20μM劑量加入，分別進行24、48和72小時，三種不同
時間點的作用。在偵測當天，將原有的培養液除去100l後，加入10 μl
的MTT solution(濃度為5mg/ml)以37℃避光培養3小時。存活的細胞會
將MTT代謝還原成為不溶性的籃紫色結晶(Formazan)，然後加入
100l之100% DMSO溶解內部紫色結晶，以570 nm的波長進行偵測，
OD值與細胞的存活率成正比。所有試驗皆使用四重覆進行確定。 
存活率(%): 
  [(控制組吸光值-樣品吸光值)/控制組吸光值]x100% 
(控制組吸光值及樣品吸光值皆扣除只加入培養液及MTT之背景值) 
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三、細胞形態觀察 
  將1x106細胞培養於10mm2培養盤上，在37℃及5%CO2下，培養16-18
小時後，使細胞貼附於培養盤上，分別加入0以及5M Reversine，再
繼續培養72小時後，以倒立式顯微鏡下進行細胞形態的觀察。 
 
四、DAPI 染色觀察 
  將蓋玻片過火殺菌後置放於 6孔培養盤的well內，之後以
trypsin-EDTA將人類非小細胞癌A549、H23和H1299細胞懸浮後，計
數1x105細胞分別種於6孔盤內，培養16-18小時，使細胞貼附於平板上，
之後分別加入0和5M Reversine藥物濃度，於37℃及5%CO2環境下，
進行72小時培養。培養後，除去培養液，以PBS清洗一次，加入3ml 3.7% 
paraformaldehyde，在室溫下，進行1小時的細胞固定。固定後，去除
paraformaldehyde 以1x PBS清洗三次後，加入3 ml 0.5% Triton-X 100，
置於室溫下反應20分鐘，進行胞膜的穿孔。之後去除Triton-X 100，
並以1x PBS清洗三次，用針頭將玻片挑置於抹片染色架上，以DAPI
染劑覆蓋，在室溫下，進行15分鐘的避光染色。之後，用針頭將玻片
挑於6孔盤內，以1x PBS清洗三次，以UV燈，在螢光顯微鏡下進行細
胞核的觀察。 
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五、流式細胞儀細胞週期及細胞凋亡分析 
  流式細胞分析儀在本實驗主要用於細胞週期以及細胞凋亡的分
析。 
1.細胞週期的分析: 
在細胞前處理的部分，將非小細胞肺癌A549、H23和H1299細胞懸
浮後，分別進行細胞計數，以106細胞種於100mm2的培養盤上，37℃
下，培養16~18小時，使細胞貼覆於培養盤上，之後以0及5M濃度的
Reversine進行處理，分別進行24、48及72小時的不同時間點的實驗培
養。在收取細胞的當天，首先以Trypsin-EDTA將細胞懸浮，以1x PBS
清洗一次後，以70 % Ethanol/PBS在室溫下，進行1小時的細胞固定，
之後去除酒精，以1x PBS 清洗兩次，除去PBS後，加入100l之
Propidium iodide (PI) solution (20μg/ml)，在37℃下進行45分鐘的避光
染色，然後以1x PBS清洗兩次，之後再使用流動式細胞分析儀，進行
細胞DNA的含量的分析。 
 
2.細胞凋亡的分析: 
首先將非小細胞肺癌A549、H23和H1299細胞，分別進行細胞計數，
以2x105細胞種於6mm2的培養盤上(此為加藥後細胞數，而控制組的細
胞數依據培養天數而調整)，37℃下，培養16~18小時，使細胞貼覆於
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培養盤上，之後以0及5M Reversine濃度的藥物處理，分別進行24、
48及72小時的實驗組別。在收取細胞的當天，先以trypsin-EDTA將細
胞懸浮，再用1x PBS清洗細胞兩次，除去PBS後，加入50l Annexin 
V-FITC/PI (20μg/ml) Stain Solution，在37℃下，進行30分鐘的避光染
色，之後以流動式細胞分析儀進行偵測。 
 
六、細胞聚落形成分析 
  細胞聚落形成分析主要是要了解單一細胞癌化的能力，在細胞處理
的部分，首先是將非小細胞肺癌A549、H23和H1299分別計數300個細
胞，種於6 mm2培養盤內，在37℃下 5% CO2培養16~18小時，使細胞
貼覆於培養盤上後，分別以0和5 M 濃度的Reversine，在37℃下，處
理72小時。之後進行四次培養液更換的循環。在染色當天，先除去原
有的培養液，以1x PBS清洗一次，除去PBS後，加入3.7% paraformal 
dehyde覆蓋培養盤，在室溫下進行1小時的細胞固定，之後以1x PBS
清洗三次，除去PBS後，加入Giema stain solution，在室溫下，進行10
分鐘的細胞聚落染色，之後以1x PBS清洗數次，直到多餘染劑去除後，
在以M.Q H2O沖洗2次，放於精密循環烘箱內，以50℃進行烘乾，烘
乾後，則進一步進行細胞聚落的計數。 
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七、西方墨點法分析 
1.SDS-PAGE膠片的製備 
  將特定%的Running gel配製完成，倒入架好之玻璃型槽內，於gel
上補95% Alcohol使其平整。等待gel凝固後，除去Alcohol，把製備好
的stacking gel之溶液倒入，之後將梳狀模板插入，待gel凝固即完成
SDS-PAGE的製備。 
2.蛋白質電泳 
  將煮沸過的蛋白分別加入到特定位置之梳狀孔槽內，在室溫下，以
50V進行電泳一小時，待蛋白位置平整後，將電壓調製90V進行兩小
時的電泳。 
3.蛋白質濕式電泳轉印法 
  先將PVDF membrane作預處理，以甲醇浸潤1分鐘，除去甲醇，加
入transfer buffer浸潤並搖晃2分鐘。將電泳跑完之SDS-PAGE膠體平鋪
於PVDF membrane上，趕去氣泡後，在正反面分別疊上經transfer 
buffer浸潤後的吸水紙，之後將海綿分別疊在正反兩片吸水紙外。裝
置完成後，設定250mA電流進行一小時三十分的轉漬。 
4.封阻步驟(blocking) 
  將轉漬完成之PVDF membrane放入適當的blocking buffer中，於室溫
下搖晃1小時，藉此阻斷非特異性的結合。 
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5.一級抗體處理 
  將封阻後的membrane，以TBST輕微洗滌一次後，將一級抗體與
membrane放入到塑膠膜片內，以封片機進行封片，之後在4℃搖晃至
隔夜。 
6.二級抗體處理 
  將一級抗體回收，並且將membrane以TBST清洗三次，之後加入二
級抗體，一級抗體與二級抗體比例約為1:2，在室溫下搖晃1小時。之
後以membrane以TBST清洗三次，將多餘二抗清除乾淨。 
7.壓片 
  將ECL以1:1配製好後，加入到membrane上覆蓋，在室溫下靜置兩
分後，除去ECL，並將membrane裝入到透明塑膠套內，以封片機封片，
並固定於壓片盒上，在暗房中，將底片放於membrane上，數秒後，將
底片放入Developer solution內顯影，直到有band出現，之後以清水沖
洗，再放入Fixer solution內定影，直到底片變透明，最後將底片以
ddH2O沖洗數次後，風乾。 
 
八、免疫螢光染色分析 
  將蓋玻片過火放於6孔培養盤內，並將內部加入3ml培養液，計數
2x10
5個細胞種於6孔培養盤內，培養16-18小時，待細胞貼附於平板下
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後，以藥物處理、培養。收細胞當天，先除去培養液，以1x PBS清洗
兩次，用3.7% paraformaldhyde在室溫下固定細胞1小時，之後用1x PBS
清洗三次，除去PBS以0.5% Triton-X 100，在室溫下覆蓋細胞10分鐘，
使核膜穿孔，用1x PBS洗去Triton-X 100，加入blocking buffer在室溫
下搖晃1小時，防止非特異性結合，以1x PBS稍微清除blocking buffer。
使用細針頭，將內部蓋玻片挑到玻片染色盒上，在37℃下，以一級抗
體覆蓋玻片1小時，使抗體在細胞內部位特異性結合，之後將玻片挑
於6孔盤內，以1x PBS除去多餘抗體，然後將玻片再次挑到染色盒上，
同樣在37℃下，覆蓋對應一級抗體的螢光二級抗體，避光結合2小時。
之後以1x PBS清洗掉多餘抗體，最後在螢光顯微鏡下觀察。(若結果
要以細胞核位置作為定位點，須在最後步驟加染 DAPI stain) 
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第三章、結果 
 
第一節、Reversine對人類非小細胞肺癌細胞之存活影響 
  首先我們以MTT分析法評估Reversine對A549、H23及H1299三株肺
癌細胞的細胞毒性影響。圖1結果顯示，Reversine處理A549後，48及
72小時之IC50分別為5M及20M，而H23及H1299細胞的48及72小時
之IC50，均超過20M。由以上結果顯示，Reversine確實能降低三株肺
癌細胞的存活率，但是其敏感度不同；後續研究的機制探討將以A549
肺癌細胞的影響與其他兩株細胞作為比較，所以在藥物濃度及時間點
的選用上，均以A549處理72小時之的IC50，即為Reversine濃度5M處
理為主。 
 
第二節、Reversine抑制非小細胞肺癌細胞癌化現象 
  接著我們想了解Reversine是否對肺癌細胞A549、H23及H1299癌化
現象有所影響；我們利用聚落形成(Colony formation)來分析癌化之影
響，其分析法主要以單一細胞進行長時間培養，最後將所形成的聚落
進行染色，並計數數量。三株肺癌細胞分成0以及5M Reversine兩組，
各組皆以三重複進行實驗，最後再將聚落數量計數並量化。圖2的結
果顯示在無使用藥物處理下，A549細胞的聚落平均數量為203顆、H23
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細胞的聚落平均數量為103顆、而H1299細胞的聚落平均數量為128顆，
而在使用5M Reversine的處理後的實驗組，其Colony數目皆為零，顯
示這三株肺癌細胞株之癌化能力皆被Reversine抑制住。 
 
第三節、Reversine造成人類非小細胞肺癌細胞之型態改變、並產生染
色體多倍體的現象 
  根據圖1及2的實驗結果，Reversine確實對肺腺癌細胞A549有明顯抑
制生長及癌化之效果，接下來，我們將繼續探討其抑制細胞生長及癌
化之因素。由於過去的文獻曾經證實Reversine會抑制Aurora kinase，
而Aurora kinase表現異常會造成異常的細胞分裂及多核細胞[25]，所
以我們進一步觀察細胞處理Reversine後之變化，由圖3(A)的結果顯示，
5M Reversine處理後的三株肺癌細胞與對照組的細胞型態相比，細胞
外觀變得比較大且扁平(黑色箭頭)，且內部的細胞核有變大及多核的
現象。圖3(B)細胞核DAPI染色的結果更清楚的顯示細胞核變大，且
有多核的現象(白色箭頭)。另外有研究指出，Aurora kinase被抑制會
引起細胞週期G2/M期的停滯，進而誘導細胞的死亡[107-108]。圖3(C)
的細胞週期分析顯示，A549細胞以5M Reversine的處理在24小時培
養下，2N的細胞占了8.48%，4N的細胞占了67.28%，隨著培養時間增
加到48與72小時，2N的細胞下降到2.67%與1.82%，4N的細胞雖占了
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52.00%與55.05%，但8N的細胞由14.91%增加到41.96%與39.90%；而
H23細胞在5M Reversine的處理下，24、48與72小時2N細胞占率分別
為4.56%、6.66%與8.56%、4N細胞占率分別為30.64%、21.40%與19.12%，
其8N細胞占率分別為52.44%、52.46%與43.06%；H1299細胞在5M 
Reversine的處理下，24、48與72小時之2N細胞的占率分別為8.62%、
8.20%與7.74%、4N細胞占率分別為27.20%、22.90%與27.94%、8N細
胞占率分別為47.14%、42.40%與44.90%。由上述的數據指出Reversine
處理72小時後，會誘使三株肺癌細胞2N細胞占率的減少、4N細胞占
率的增加，甚至出現大量的8N細胞。 
 
第四節、Reversine造成Aurora-A及-B蛋白表現量的降低，並且影響
Akt(Ser437)的磷酸化表現 
  由圖3的結果，證實Reversine會誘導人類非小細胞肺癌A549、H23
及H1299細胞產生多細胞核及多倍體的現象，在這邊我們要進一步確
定此現象是否與Aurora A及B蛋白的表現量有關。 
  由圖4(A)西方墨點法的分析後，進一步定量結果顯示A549細胞以
5M Reversine處理後，隨著培養時間的增加，其Aurora A及B的蛋白
表現量呈現明顯的下降(24、48、72小時Aurora-A定量結果由1.00、1.45、
1.16降為0.47、0.19、0.04，Aurora-B由1.00、1.34、1.13降為0.91、0.59、
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0.38)。而H1299及H23細胞以5M Reversine處理，在48小時後，其
Aurora A及B的蛋白表現程度才有明顯的下降(48、72小時定量結果
H23細胞Aurora-A由0.70、0.75降為0.27、0.10，Aurora-B由0.94、0.78
降為0.31、0.14；H1299細胞Aurora-A由1.05、0.66降為0.38、0.37，
Aurora-B由1.22、1.00降為0.40、0.39)。在Yao 等人的研究中提到Aurora 
A調控細胞生長的機制，是藉由Akt蛋白的第473絲胺酸的磷酸化，而
活化的Akt，進而抑制下游的IB信號的表現，誘使NF-B信號的活
化，而進一步的讓生長增生的轉錄訊號進入到細胞核內，誘使細胞的
生存[109]。因此，我們接下來要了解Reversine所造成Aurora A蛋白
的表現量下降，是否會影響Akt及p-Akt (Ser473)蛋白的表現。圖4(B)
結果顯示，phospho-Akt(Ser473)的表現量，A549細胞及H23細胞在
5M Reversine的處理下，24至48小時，都有明顯的下降(24、48、72
小時A549細胞定量結果由1.00、0.96、0.73降為0.22、0.19、0.28；H23
細胞由1.00、0.99、1.16降為0.22、0.26、0.24)，而H1299細胞的
phospho-Akt(Ser473)蛋白表現量沒有明顯的變化。 
  PI3K/Akt為細胞生長的訊號路徑，當Akt活化後，會誘使下游
GSK-3的第9絲胺酸(Ser 9)及GSK-3的第21絲胺酸(Ser 21)磷酸化，
阻斷GSK-3對細胞週期相關蛋白的影響，而使細胞增生[110-111]。圖
4(C)為Reversine在72小時的處理，pGSK-3(Ser 21)及pGSK-(Ser 9)
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的影響，結果顯示，p-GSK-3(Ser21)的蛋白表現降低於10M 
Reversine處理的A549細胞及H1299細胞；而p-GSK-3(Ser9)的表現，
也降低於處理5M及10M Reversine的A549及H1299細胞。  
 
第五節、Reversine誘導非小細胞肺癌細胞進行凋亡作用 
  圖5(A)為各細胞在流式細胞儀分析細胞凋亡的結果。A549細胞在
無藥物處理的情況下，24、48和72小時凋亡細胞的比例分別為1.72%、
2.26%和4.06%，使用5M Reversine處理的細胞在48小時細胞的凋亡
比率增加到 20.20%，而 72小時更增加到 41.62%，另外以 10M 
Reversine細胞的凋亡比率在48小時增加到28.66%，而72小時更增加到
68.34%。H23細胞在無藥物處理下，24、48及72小時細胞凋亡的比例
分別是0.04%、0.02%及0.20%，在以5M Reversine處理後，24、48及
72小時凋亡細胞比例分別增加到1.68%、0.36%及0.79%，而在10M 
Reversine處理後，24、48及72小時細胞凋亡的比例分別為1.68%、3.22%
及1.16%。H1299細胞在24、48和72小時無藥物處理的凋亡細胞的比
例分別為0.12%、0.42%和0.40%，以5M Reversine處理後，24、48和
72小時，凋亡細胞比例分別增加到0.30%、2.04%及6.26%，而使用10M 
Reversine處理24、48和72小時的細胞，其凋亡比例分別為0.44%、1.64%
及9.48%。 
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  我們為了確認細胞凋亡的進行，後續分析了Caspase-3及PARP蛋白
被切割的情況。本實驗以0、5及10M的Reversine濃度處理A549、H23
及H1299細胞，經72小時的培養，以Western blot分析其蛋白的表現。
圖5(B)的結果顯示，A549細胞在5及10M的濃度下，都有出現cleaved 
caspase-3的蛋白，而在10M的濃度，呈現比5M強的蛋白表現，H23
細胞在5M的濃度也有出現微弱的cleaved caspase-3的蛋白；而在
PARP的分析部分，A549及H23細胞在5M及10M的濃度下，都有出
現cleaved PARP。另外，我們更進行上游的caspase-8及-9的分析，在
圖 5(C)顯示A549細胞在 5M及 10M的濃度下，有出現 cleaved 
caspase-8，且H23細胞在10M的濃度也出現微弱的表現，但cleaved 
caspase-9在濃度5及10M的A549及H23細胞上都沒有明顯的表現，由
此結果證實Reversine可能透過caspase-8的路徑誘導肺癌細胞引發細
胞凋亡作用。 
 
第六節、Reversine對Autophagy之影響 
  由於凋亡信號啟動時，上游Akt活化信號的抑制(圖4(B))，會同時
阻斷mTORC1的作用，觸發細胞自噬路徑之信號[85-88]。此外，Zhang 
等人的研究指出，當細胞產生細胞自噬作用時，細胞內部會出現大量
空泡，而這些空泡多數為自噬小體，因此可做為細胞自噬作用產生的
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特徵之一[112]，另外，吞噬小體的增加可做為細胞自噬作用活化的
一個指標，而吞噬小體的形成，LC3-II的蛋白會上升[78]，因此可作
為細胞自噬活化的一個指標。在圖3(A)結果中，觀察到A549細胞在
Reversine藥物處理72小時後，細胞內出現大量的空泡，但H23及H1299
細胞出現的空泡較不明顯，我們推斷Reversine在A549細胞上，可能同
時誘導產生細胞凋亡以及細胞自吞噬的現象，因此，我們進行mTOR、
p-mTOR(Ser2448)及LC3的蛋白表現分析。圖6(A)結果顯示，三株細
胞在受到Reversine的影響，其p-mTOR(Ser2448)表現均些微下降，而
在mTOR蛋白的表現上，只有10M的A549細胞呈現明顯下降，其他
兩株細胞則隨藥物濃度的升高而有些微的下降。圖6(B)LC3B的西方
墨點分析結果顯示肺癌細胞A549的LC3-I蛋白表現隨著濃度的上升而
逐漸減少，而LC3-II的蛋白表現在三株的肺癌細胞上都有逐漸增加的
現象，在這邊證實三株細胞在Reversine的處理下會引發細胞自噬作用。
然而LC3-II蛋白在Reversine處理後之A549細胞比其他兩株細胞的增
加量較多，這也可能是造成A549細胞比H23與H1299細胞對Reversine
敏感的原因之一。 
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第四章、討論 
 
  Reversine是由人工合成的小分子化學藥物，在2004年Chen 等人的
細胞分化研究中，以人類骨髓芽球細胞 (myoblast)C2C12投予
Reversine藥物的處理後，再分別給予成骨細胞(osteoblast)及脂肪細胞
(adipocytes)分化所需之營養環境，則可將原人類骨髓芽球細胞C2C12
轉化成成骨細胞及脂肪細胞，Reversine在此被發現具有能夠將已分化
的細胞還原為未分化的狀態，此過程也稱為去分化作用
(dedifferentiation)[26]。Shan 等人的研究中，對於Reversine去分化的
能力進一步發現此藥在骨髓芽球細胞C2C12轉化的過程中，會使細胞
週期及細胞生長停滯[113]。Hsieh 等人的研究，將Reversine應用於
人類子宮頸癌、前列腺癌下，發現癌症細胞的細胞週期皆停止於G2/M
期，並且有染色體多倍體的現象[27]；在我們的MTT分析結果下，
Reversine對於肺腺癌細胞A549、H23及H1299都呈現生長抑制的現象，
證實Reversine在肺腺癌細胞同樣具有生長抑制的現象。爾後，我們欲
了解Reversine的抑制能力是否對於肺腺癌細胞A549、H23及H1299的
癌化能力具有影響，在圖2的Colony formation的分析中，證實Reversine
能夠抑制所有肺腺癌單一細胞的癌化能力。此外，我們將Reversine
處理肺腺癌A549、H23及H1299後，在圖3(A)的細胞外觀結果中，呈
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現扁平、且有多細胞核現象，我們再以DAPI染細胞核進行確認，圖
3(B)顯示Reversine處理的實驗組，呈現單一細胞多細胞核的現象，我
們在進一步的以流式細胞儀分析細胞週期後，在圖3(C)顯示，由
Reversine處理的實驗組，不論是A549、H23或H1299細胞，其G2/M期
的細胞總數呈現高峰，甚至出現8N的細胞，與前述文獻在其他癌症所
看到的結果相似，由此可以證實Reversine會誘導肺腺癌細胞生長停止
於細胞週期G2/M期。 
  Aurora kinase為一群調控細胞週期G2/M期的蛋白，與有絲分裂有相
關。而多數的癌症都有過量的Aurora-A及-B的表現[10-13][18]，此類
蛋白家族會強烈的調控細胞的生存，也因此被認為是一種致癌基因
(oncogene)[14]。此外，Lo 等人的研究指出非小細胞肺癌的檢體比
正常肺組織檢體的Aurora-A基因平均表現較高，而在這些非小細胞肺
癌檢體中，其Aurora-A mRNA表現程度以鱗狀細胞癌及大細胞肺癌為
最高，其次為線癌及支氣管肺癌，且Aurora-A mRNA過量的表現，與
非小細胞肺癌臨床分期第II及第III期癌症程度有相關，由此可知
Aurora-A的過表現普遍出現於非小細胞癌，並且還與腫瘤的惡性程度
有很大的關係[114]。然而在D’ Alise 等人的研究已指出Reversine能夠
降低急性骨髓性白血病細胞的Aurora-A、-B蛋白表現[25]，而在我們
在圖4(A) Reversine處理肺腺癌細胞Aurora-A、-B表現的結果中，也
45 
 
證實Reversine在肺腺癌細胞上，確實也能降低Aurora-A、-B的蛋白表
現。Yao 等人的研究指出Aurora-A能夠誘發Akt第473的絲胺酸磷酸化
作用，而使Akt的活化[109]；Akt為細胞生長之訊號蛋白，此蛋白可
透過磷酸化GSK-3(Ser21)和GSK-3(Ser9)阻斷其蛋白對週期蛋白
的作用，而誘使細胞增生[110-111]，並可藉由Bad及Bcl-2蛋白的途徑
抑制細胞凋亡產生，促使細胞的生存[115]，並與腫瘤的形成及轉移
有相關 [109]。在圖 4(B)的結果顯示肺癌 A549 及 H23 細胞
p-Akt(Ser473)的表現，在Reversine處理下有減少的趨勢，但H1299細
胞則呈現低影響的結果，圖1的MTT結果顯示H1299細胞的IC50大於
20M 72h，所以可能原因為藥物在還未達到此細胞最佳的作用濃度。
圖 4(C)的結果，顯示 A549 及 H1299 細胞 p-GSK-3(Ser21)及
p-GSK-3(Ser9)的表現會隨著Reversine的濃度上升，而有趨勢性的降
低，但H23細胞則無明顯的變化。在圖1的MTT分析顯示Reversine針
對H23細胞的處理下，其存活率較其他兩株細胞來得高，其
p-Akt(Ser473)有明顯的下降，但p-GSK-3(Ser21)及p-GSK-3(Ser9)
的表現則無影響，GSK-3蛋白具有抑制肝醣合成以及抑制細胞週期等
功能，Akt的活化會透過磷酸化GSK-3來誘使細胞增生，Akt不但可由
Ser473的位置活化，也可透過PI3K在息寧胺酸(Thr308)的磷酸化而活
化，根據ATCC提出的H23細胞資訊，指出此細胞有轉殖入EGFR基因，
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EGFR能夠透過多個途徑來促進細胞生存，而PI3K只是其中的一條路
徑，因此，我們認為EGFR所誘導的細胞生存可能是H23在Reversine
處理下，雖然p-Akt(Ser473)下降，但仍沒有較高的生存率的主要原因
之一。 
  根據生長因子調控的凋亡路徑，Akt信號的降低會促進誘導凋亡信
號的產生[51]，另外細胞週期的停滯也會誘發凋亡信號的出現，因此
我們推測Reversine可能會以細胞凋亡的方式誘導肺腺癌細胞的死亡，
圖5(A)為流式細胞儀分析凋亡細胞的結果，顯示肺腺癌A549細胞在
處理Reversine 5及10M 72小時後，有約40-70%的凋亡細胞產生，然
而H23只有約1%、H1299只有約6-10%的凋亡細胞產生，在圖5(B)以
PARP及Caspase-3的蛋白表現分析，證實A549及H23細胞在Reversine
處理下，會誘導細胞凋亡的產生，但H1299則無明顯現象，之後更進
一步的分析上游的caspase-8及-9，A549及H23細胞在Reversine的處理
下，有出現cleave caspase-8，而cleave caspase-9則無出現，因此可推
斷Reversine在肺癌細胞上所誘導的細胞凋亡與與caspase-8之路徑有
關，而與caspase-9無關。 
  由於凋亡信號啟動時，上游Akt活化信號的抑制(圖4(B))，會同時
阻斷mTORC1的作用，觸發細胞自噬路徑之信號[85-88]，所以細胞
凋亡的啟動大多都會伴隨著細胞自噬作用的產生。Zhang 等人的研究
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指出，當細胞產生細胞自噬作用時，細胞內部會出現大量空泡，而這
些空泡多數為自噬小體，因此可做為細胞自噬作用產生的特徵之一
[112]，圖3(A)結果中，觀察到A549細胞在Reversine藥物處理72小時
後，細胞內出現大量的空泡，但H23及H1299細胞出現的空泡較不明
顯，因此我們懷疑Reversine所誘導的細胞死亡路徑，除了細胞凋亡還
可能伴隨細胞自噬的產生。圖6(A)為分析Reversine在72小時的處理下，
p-mTOR(Ser2448)的表現，H23及H1299呈現些許的下降，mTOR的蛋
白表現則在10M的A549上，呈現明顯的表現下降。LC3-II為細胞自
噬作用中，吞噬小體成型的主要成分[78]，因此可作為細胞自噬形成
的一個確認的標記。圖6(B)為LC3的Western blot分析結果，結果顯示
三株肺癌細胞的LC3-II蛋白表現都隨著藥物濃度的上升而增加，因此
可以確定Reversine會同時誘導肺癌細胞進行細胞自噬作用。總合
Reversine在這三株肺癌細胞處理後的結果，這三株肺癌細胞上都可看
到Reversine造成的現象，例如細胞生長的抑制、細胞多倍體的產生、
細胞週期G2/M期的停滯、Aurora-A、-B的抑制等等。對於Reversine
敏感性較高的A549細胞上可以較明顯的觀察到細胞凋亡及細胞自噬
的現象。  
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結論 
   
  在圖1及圖2的結果顯示Reversine能夠抑制肺腺癌的生長，並且能夠
抑制住肺癌細胞癌化的能力。在機制的部分，Reversine的處理，在細
胞上會產生多倍體的現象，並且會誘導細胞G2/M期的週期停滯(圖3)。
另外，分析有絲分裂的相關蛋白Aurora-A及-B後，其表現量下降於
Reversine處理後之細胞，由於Aurora-A會下調控Akt在第473絲胺酸
(Ser473)的磷酸化，而我們藉由西方點墨法的蛋白分析，證實
pAkt(Ser473)的表現量下降於Reversine處理後之細胞。在圖5及圖6的
細胞死亡分析，證實Reversine會誘導肺腺癌細胞進行細胞凋亡及細胞
自噬作用。總結各項實驗，Reversine會抑制肺癌細胞的生長及癌化，
是透過降低Aurora-A的表現，進而阻礙Akt的活化，阻斷下游GSK-3
的抑制並促進細胞自噬的產生，而細胞凋亡作用所活化的caspase-3路
徑是透過caspase-8的路徑間接活化，而非caspase-9路徑(圖7)，而針對
於藥物敏感性較高的A549細胞，其被誘導的細胞凋亡及細胞自噬作用
較其他兩株肺癌細胞明顯。在最後，在先前的文獻指出Reversine對於
子宮頸癌、前列腺癌[27]、乳癌[116]、甲狀腺癌[28]、口腔癌[117]、
血癌[25]等，具有有效的抑癌效果，而在這裏，我們也證實Reversine
對於肺腺癌確實也具有好的抑癌效果，因此，更能說明Reversine具有
做為肺癌標靶抗癌藥物的潛力。  
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圖表 
 
 
 
 
 
 
圖1. Reversine抑制肺癌細胞的生長 
肺癌細胞A549、H23及H1299分別以0、0.5、1、5、10、20M Reversine
處理24、48及72小時。接著以MTT分析細胞存活率。每個點均為4重
覆之平均值。 
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圖2.Reversine抑制肺癌細胞A549、H23、H1299癌化現象 
(A)A549、H23及H1299細胞分別種300個細胞於60mm2培養盤，以0及
5M Reversine處理細胞72小時，之後每72小時更換培養液，持續兩週。
各實驗組皆為三重複。細胞聚落以Giema stain染色後計數。 
(B)為圖2(A)的定量結果，在無藥物處理A549、H23、H1299細胞的
colony平均分別為203、108、128，而在5M Reversine處理後，所有
細胞的colony皆為0顆。 
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圖3.Reversine造成肺癌細胞之多細胞核及多倍體的現象 
  肺癌細胞A549、H23及H1299分別以0.1%DMSO及Reversine(5M)
處理72小時。(A)倒立顯微鏡(200X)的觀察下，5M Reversine造成細
胞外觀變得扁平(黑色箭頭)。(B)DAPI進行細胞核的染色，在5M 
Reversine的處理下，出現多細胞核及大細胞核的現象(白色箭頭)。肺
癌細胞A549、H23及H1299分別以0.1%DMSO及Reversine(5M)處理
24-72小時。(C)PI進行DNA的染色，以流式細胞儀進行細胞DNA含量
的分析。2N、4N及8N之細胞比例呈現於右上角。 
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圖 4. Western blot分析Aurora-A、Aurora-B、 p-Akt(Ser473)、
p-GSK-3(Ser21)及p-GSK-3(Ser9)的蛋白質表現 
圖(A)(B)為A549、H23及H1299細胞以5M Reversine處理，分別培養
24、48及72小時，進行西方墨點法，分析蛋白質表現。圖(C)為A549、
H23及H1299細胞以0、5及10M的Reversine處理72小時，之後進行西
方墨點法，分析蛋白質表現。 
(A)A549、H23及H1299細胞Aurora-A及-B的蛋白質表現程度，-actin
為內部的控制組。 
(B)A549、H23及H1299細胞Akt及phospho-Akt(Ser473)的蛋白表現程
度。 
(C)A549 、 H23 及 H1299 細 胞 p-GSK3(Ser21) 、 GSK-3 及
p-GSK-3(Ser9)、GSK-3的蛋白表現 
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圖5.Reversine誘導肺腺癌A549細胞進行細胞凋亡 
(A)A549、H1299和H23細胞分別以0、5和10M的Reversine處理，在
24、48及72小時以PI和Annexin V作細胞的染色，並以流式細胞儀分
析細胞的凋亡情形。結果中分成四個象限，左下角紅色的點為存活細
胞的占率、左上角粉紅色的點為被PI染入之細胞又可作為自噬細胞的
占率、右下角藍色的點為早期凋亡細胞的占率、右上角綠色的點為晚
期凋亡細胞的占率。結果右上角的百分比為總凋亡細胞的百分比。 
(B) A549、H1299和H23細胞分別以0、5和10M的Reversine處理72小
時，之後以Western blot分析PARP及Caspase-3蛋白表現。Procaspase-3
分子量為35Da、cleave caspase-3分子量為15kDa、PARP分子量為
119kDa、cleave PARP分子量為89kDa。 
(C) A549、H1299和H23細胞分別以0、5和10M的Reversine處理72小
時，之後以Western blot分析Caspase-8及Caspase-9蛋白表現。Cleave 
caspase-8分子量為18kDa、cleave caspase-9分子量為10kDa。 
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圖6.Reversine誘導肺腺癌A549細胞進行細胞自噬作用 
(A) A549、H1299和H23細胞分別以0、5和10M的Reversine處理72小
時，之後以Western blot分析mTORC1蛋白表現。 
(D) A549、H1299和H23細胞分別以0、5和10M的Reversine處理72小
時，之後以Western blot分析LC3蛋白表現。LC3-I分子量為18kDa、
LC3-II分子量為16kDa。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
66 
 
 
 
 
 
圖7.Reversine抑制肺癌細胞的生長並誘導細胞凋亡及細胞自噬作用
之訊息傳導路徑。 
  此圖為本研究探討Reversine在肺癌細胞上所觀察到的路徑結果。
Reversine會藉由透過抑制Aurora-A來影響p-Akt(Ser473)的活化，最後
導致下游抑制GSK-3的信號阻斷，並且活化細胞自噬作用。而在細胞
凋亡活化的部分是透過caspase-8間接的活化，而非caspase-9。 
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附錄 
 
 
 
 
附錄一 
  Reversine (2-(4-morpholinoanilino)-6-cyclo-hexylamino-purine) 化學
結構。 
(本圖取自於WIKIPEDIA ”http://upload.wikimedia.org/wikipedia/com- 
mons/1/1b/Reversine.png”) 
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附錄二 
本圖為粒線體調控機制，相同顏色則為同類型蛋白，(a)為線蟲細胞
內凋亡機制，(b)為哺乳類細胞內凋亡機制。 
(本圖摘自 Riedl SJ, Shi Y. Molecular mechanisms of caspase regulation 
during apoptosis. Nat Rev Mol Cell Biol. 2004 Nov;5(11):897.) 
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附錄三 
本圖為 Caspase連鎖圖，Caspase-9、-8、-10為起始子，而 Caspase-6、
-3、-7則為反應子，當反應子活化後，會進行下游多種不同功能蛋白
的切割，而造成細胞收縮(Cell shrinkage)、胞膜皺縮(Membrane 
blebbing)、DNA片段化(DNA fragmentation)、DNA無法修復等現象，
最後導致細胞的死亡。 (本圖參考自 ”Cell signaling technology 
2011-2012”之 Apoptosis pathway:Death Receptor signaling) 
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附錄四 
本圖為細胞自噬的流程圖，主要分成五個階段:1.起始(Initiation):杯
狀結構 (Cup-shaped)及雙層膜 (Phagophore)的形成、 2.延伸
(Elongation):進行胞器或大小分子物質的包覆、3.成熟(Maturation):
吞噬小體 (Autophagosome)的形成、 4.結合 (Fusion):與溶酶體
(Lysosome)結合、5.分解(Degradation):酵素分解被包覆之物質。(本
圖取自” Tanida I. Autophagosome formation and molecular mechanism 
of autophagy. Antioxid Redox Signal. 2011 Jun;14(11):2201-14. Epub 
2010 Dec 4. 之 Fig3. Schematic model of autophagy”) 
71 
 
 
 
 
 
附錄五 
本圖為細胞自噬的簡易訊息。生長訊號 PI3K能夠透過 mTOR-1 蛋白
來抑制細胞自噬(Autophagy)的產生，並且也能夠透過 Bcl-2蛋白來抑
制細胞凋亡(Apoptosis)；相反的，若生長訊息(Trophic factor)的減弱
或被抑制，則可能同時會引發細胞凋亡或細胞自噬的訊息傳導。(本
訊息傳遞路徑參考自 ”Cell signaling technology” 之 Autophagy 
signaling) 
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附錄六 
  2008年世界衛生組織死因統計，針對所有加盟國癌症發生人數及死
亡率統計。 
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附錄七 
  此圖取自於中華民國行政院衛生署99年國人死因統計。顯示99年及
98年惡性腫瘤的死亡人數占所有十大死因人數第一位。 
 
 
 
 
 
 
圖3.98年及99年主要死因死亡人數
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附錄八 
  此圖取自於中華民國行政院衛生署99年國人死因統計，歷年惡性腫
瘤死亡人數占率趨勢圖。顯示死亡比例有逐年增加的趨勢。 
 
 
 
 
 
 
圖19.歷年惡性腫瘤死亡人數占率趨勢圖
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附錄九 
  此圖取自中華民國行政院衛生署99年國人死因統計，99年及98年主
要癌症死亡人數占率圖。顯示氣管、支氣管和肺癌的死亡人數占所有
癌症的第一位。 
 
 
 
 
  
圖  20. 99及98年主要癌症死亡人數占率
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